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La histamina (Hia) es una amina biógena implicada en
procesos fisiológicos esenciales (respuesta inmune,
neurotransmisión, entre otros). El desequilibrio de su
metabolismo juega un destacado papel en muchas
patologías. Actualmente, el control de los efectos adversos
de Hia se ejerce únicamente modulando la actividad de sus
receptores (H1R-H4R), pero no la síntesis de la amina que
tiene efectos pleiotrópicos (1).
En células humanas, Hia se sintetiza por descarboxilación
de la L-His, en la reacción dependiente de piridoxal 5-
fosfato (PLP) que cataliza la histidina decarboxilasa (hHDC,
EC 4.1.1.22) (Esquema 1). La baja tasa de expresión y la
inestabilidad de HDC han dificultado su caracterización
estructural y funcional, y por tanto el desarrollo de
estrategias basadas en su inhibición. Nuestra experiencia
derivada de estudios in silico (modelado y dinámica
molecular) y experimentales con HDC (2), nos ha permitido
formular la siguiente hipótesis: un aminooxi análogo del
substrato (capaz de formar una estructura similar a la
aldimina externa) y que mantenga el grupo imidazol (i.e.:
4(5)-aminooximetilimidazol , O-IMHA) podría ser un
inhibidor efectivo de esta actividad.
 Hemos comprobado que O-IMHA es capaz de formar
una PLP-oxima en el centro catalítico de la enzima
humana.
 Proponemos las configuraciones más probables del
aducto en el sitio catalítico y hemos comenzado el
proceso de su cristalización.
 Los resultados indican que O-IMHA puede constituir
una cabeza de síntesis prometedora de inhibidores de
HDC.
 Dadas sus características químicas y la de los ligandos
de los receptores, no es probable que O-IMHA sea
ligando de H1R-H4R.
 Fig 1 y 2. Se obtuvo hHDC recombinante purificada a partir de
una fusión GFP-hHDC (fragmento 1-512) de forma similar a
como se describió en (3). Este fragmento se corresponde con la
forma activa de la enzima.
 Fig. 3. Células HEK293, se transfectaron con un plásmido de
expresión de una fusión FLAG-hHDC(1-512) como se describe es
(4). Dos horas después de la transfección se añadieron los
distintos análogos a concentración 1 mM; 24 h después se
lisaron las células para su análisis electroforético.
 Las medidas de actividad hHDC se efectuaron por cuantificación
del 14CO2 liberado durante la reacción. Este procedimiento, así
como los precedentes y condiciones para la visualización de la
formación de los complejos PLP-ligando mediante electroforesis
en condiciones semidesnaturalizantes se describen en (5).
 Para el “screening” virtual inicial se usó la plataforma VSDMIP
(6). Se utilizó el programa de dockig Chimera 1.5.3 (7). La
estructura del o-IMHA-PLP se generó en SMILES
(cactus.nci.nih.gov/translate). La estructura de la hHDC fue la
PDB ID 41EO. Mediante DOCK 6.5 (8) se calcularon 3000
orientaciones para 0-IMHA en el sitio catalítico y se analizaron
manualmente las 50 mejor puntuadas.
 Las estructuras seleccionadas se refinaron mediante
simulaciones de dinámica molecular usando AMBER MD (9). El
procedimiento fue similar al descrito anteriormente (10). El
análisis de las trayectorias se hizo con Ptraj y se visualizaron con
Pymol y VMD.
 Para los cálculos estadísticos de los datos experimentales (t de
Student) se usó el paquete graphPad Prism versión 5.0b
(www.graphpad.com)
Esquema 1. Mecanismo de reacción de HDC (2)
Esquema 2. Histidina y sus análogos aminooxi
Figura 1
Compuestos bien puntuados por virtual cribado
virtual con imidazol pero sin amino libre son
inactivos como inhibidores competitivos
Figura 2
El aminooximetilimidazol (O-IMHA) a bajas
concentraciones de PLP (10μM) tiene una
IC50 del orden 10-7 molar.
Figura 3
O-IMHA, al igual que otros inhibidores de HDC
descritos anteriormente (HME y α-FMH) es
capaz de inducir el cambio conformacional que
indica la formación del complejo PLP-ligando
externo (PLP-oxima en el caso de O-IMHA)
Figure 6
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Figura 4
Poses más probables del complejp PLP-oxima en
el sitio catalítico de la hHDC deducidas a partir de
cálculos de dinámica molecular. En la actualidad
está en marcha el proceso de cristalizacioón del
complejo mediante cristalografía de rayos X en
colaboración con el Dr. Komori (11).
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